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論文内容の要旨
蘭生芹ー 諸国では， しばしばウイルス(CymbidiumMosaic Virus， CyMV)感染により蘭の品質が著しく低下
し莫大な経済的掃失の被るζとが報告されている。 CyMVに感染した蘭科植物は多様な症状を示すため正
確に診断することは岡難であること，また症状の発現しない潜伏型も多く見られ，感染被害を広げている。
他方，蘭の株分けは現花，組織培養法で行われているが.CyMV感染株を選別するための迅速Hつ感度の高
い方法が嘱望されている。現在.ウイルスの検出，定量には電子顕微鏡法およびバイオアッセイ法が主に
用いられているが.これらの方法は煩雑且つ時聞を要する。本論文は，従来法とは全く異なる原理で簡便，
迅速且つ高感度で多検体を同時に処理できるモノクローナル抗体および~tgY利用によるイムノアッセイ法
の開発を試み.その有用性を論述したものであるG
申請者は，まずCyMVを感染させたダ、チュラ(ナス科，チョウセンアサガオ)の葉1kgから約40昭の収量
でCyMVを単離・精製する ζとに成功した。精製CyMVは.長さ470-490nmのひも状ウイルスで，蘭科植物に
寄生するウイルスがポテックスウイルス(potexvirus)に属することを明らかにした。次いで，精製CyMV抗
原とする(gY，IgGをそれぞれニワトリおよびウサギから，また精製CyMVに対するモノクローナル抗体
制Ab)をマウス細胞系を用い細胞融合技術によって調製し二重抗体サンドウッチ酵素免疫定量法により
CyMVの定景・検出を試み， 1次抗体(ミクロプレートのコート用抗体)として糊bを用い， 2次抗体(検出
用抗体)に[gYを用いる場合が最もよく.精製CyMVで、は6.25ngまで.また感染蘭葉抽出液の約1，000倍希釈
液のCyMV濃度で、も定量できる高感度・高精度の方法を開発する一方，調製が経済的でかっ免疫特異性が高
くまた免疫反応件ーが大であるにも拘らず，これまで顧みられてこなかった(gVの酵素免疫定量法への有用性
を明らかにした。
論文審査の結果の要旨
ウイルスに感染した蘭の症状は多様な形状で発現するのみならず.症状の発現しない潜伏型の場合もあ
り.その感染を正確に診断することは困難である。現在，ウイルスの検出及び定量には，電子顕微鏡およ
びバイオアッセイによる冶法が用いられているが.これらは煩雑で時間を要するのみならず経済的にも不
利な方法である。従って，組織培養法で株分けした株からのCyMV感染株のみを選別するために迅速で感度
の高い方法が嘱望されている。本論文は，従来法とは全く異なる原理で簡便，迅速且つ高感度で・多検体を
選別できる方法の開発を目的とし，モノクローナル抗体(MAb)および卵黄イムノク。ロプリン(lgY)利用によ
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る酵素免疫定量法の検討を試み，その結果と有用性を著したものである。
著者はまず.感染症状の見られない蘭について，ウイルス感染率を蛍光電子顕微鏡法で克明に調べたと
ころ，その25%がウイルス潜伏型で感染している事実を明らかにした。次いで.CyMV感染タマチュラ(ナス
科植物)を調型しその葉1kgから40昭の高収量で;CyMVを単離・精製して.CyMVの性状を調べ.長さ470
~490nmのひも状ウイルスであることを突き止め.醐科植物に寄牛ーするウイルスがポテックスウイルス
(potexvirus)に属することを明らかにしたc 著者はさらに，精製CyMV抗原とするIgY，血清イムノクeロプリ
ン(lgG)をそれぞれニワトリおよびウサギから，また精製CyMVに対するMAbをマウス細胞系に用いる細胞融
合技術によって調製し，これら抗体の組み合わせによるニ重抗体サンドウッチ酵素免疫定量法(DSA-ELISA
法)を詳細に検討して， CyMVの検出・定量には1次抗体(ミクロプレートのコート用抗体)としてMAbを.
また2次抗体(検出用抗体)にIgYを用いる組み合わせが巌良のh法で，精製CyMVを6.25ngまで.また感染
蘭葉抽出の1，000倍希釈液のCyM¥'濃度で、も定最できる高感度・高精度の方法を開発する一方，調製法が経抗
的で免疫特異性が高く且つ反応性が大であるにも拘らず.これまで顧みられなかったIgYの酵素免疫定量法
への有用性を提示した。
以 J-_のように本論文は， CyMVの定量法として.MAb 及びIgY利用によるDSA-ELISA法を初めて開発する一
方. IgYの酵素免疫定量法への有用性を明示し牛物化学，特に生体高分子機能学の分野に大きく貢献する
もので，博上(理学)の学位授与に値するものと審査した。
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